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BH Boman 小 组 (Steiner. 19813 从 惜 古 比 天 等 
( Hyalophora cecrop 如 ) 中 分 离 、 纯 化 出 第 一 种 抗菌 肽 天 簿 素 
以 来 ， 人 们 已 在 昆虫 和 其 他 无 背 丰 动物 中 发 现 了 170 多 种 
PLES HRK (Lowenberger et af., 1999). 目前 . ATA (4 id 
EY EGEUSESEKAS SOREERTEAD. ASISWIIDSETRAG, "ÜDHG 
对 一 些 抗 菌 肽 的 基因 进行 了 克隆 〈 陈 留存 和 王 金 星 ， 
1999). 我 们 以 家 蝇 为 材料 ， 分 离 、 纯 化 出 了 抗菌 肽 .在 此 
基础 上 ， 构 建 了 经 过 诱导 的 家 蝇 cDNA 文库 . 以 克隆 其 基 
B. 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

338 ( Musca domestica |. Ei E Sz ue x ppp, $4 E fu 
后 经 大 肠 杆 菌 〈 五 -co ) 和 金黄 色 葡萄 球菌 (Staphylococ- 
cus aureus 的 混合 菌 液 诱导 24 h 作为 实验 材料 : 
1.2 实验 方法 
1.2.1 总 RNA 的 提取 总 RNA 的 提取 按照 Chomezynski & 
Sacchu (1987) BABRPEBE SELL: 8:5 — 6 dE ut f. 3f 
BEES UE. IUE BEdE TE TEGIBE B DK SMS RNA 的 完整 性 ， 
紫外 分 光 光 度 法 检测 其 均一 性 ( 李 明 春 等 ，19991。 
1.2.2 mRNA 的 分 离 . 纯化 按照 Amersham Pharmacia 
Biotech 的 mRNA Purification Kit 的 步骤 进行 mRNA 的 分 离 . 
纯化 ， 并 用 琼脂 酮 非 变性 凝 胶 电泳 检测 所 分 离 . 纯化 的 
mRNA, 
1.2.3 cDNA 的 合成 . 纯化 ”用 Amersham Pharmacia 
Biotech 的 TimeSavercMDNA Synthesis Kit 合成 cDNA、 其 中 
引物 为 Oligo (dT) 12 ~ 18、cDNA 合成 之 后 ， 过 Sepharose 
CL - 4B 柱 以 除去 400 bp 以 下 的 片段 : 

用 3.5 哆 的 聚 丙烯 酰胺 凝 腔 电泳 检测 所 合成 的 cDNA 的 
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大 小 - 
1.2.4 cDNA 片段 的 重组 用 T4DNA 连接 酶 ， 将 EcoR T / 
Not | Adaptor 连接 在 cDNA 分 子 的 两 端 ， 用 Ts 多 核 苷 酸 激 
酶 将 其 磷酸 化 后 . 再 与 具有 相同 升 性 末端 的 脱 磷酸 载体 
ngtl1 f f ERE. 

因为 难以 确定 可 与 入 噬菌体 璧 相连 接 的 cDNA 的 摩尔 
浪 度 ， 所 以 必须 进行 一 系列 预 连接 和 包装 反应 【Sambrook 
etal.,. 19921. ELER E cDNA 与 和 噬菌体 璧 的 最 佳 连 接 条 
件 - 我 们 按照 试剂 盒 的 说 明 书 做 了 以 下 3 T HH M, 
并 将 每 个 连接 反应 产物 分 别 包 装 ， 测定 每 个 包装 产物 的 滴 
度 ， 根 据 滴 度 大 小 确定 哪 一 个 是 最 佳 连接 反应 ， 根 据 这 个 
连接 反应 的 比例 再 将 剩余 的 cDNA 与 Xptl1l 辟 连 接 。 





Ri 预 连接 反应 
Table 1 Preligation reaction (aL) 
TÉ f HE mature) 
1 2 3 
cDNA 15 10 5 
iEHEEE M ligation buffer) — 5 10 
载体 (2 hg) (vector! 4 4 4 


总 体积 【total volume) 19 19 19 


1.2.5. 重组 cDNA 的 体外 包装 ”采用 Amersham Pharmacia 
的 Lamhda Packaging Kit D ^b 61 HE EH cDNA、 所 得 到 的 包 
装 产 物 即 为 cDNA 文库 。 

1.2.6 cDNA 文库 的 滴 度 和 重组 率 的 测定 ”从 cDNA 文库 
中 取出 5gL， 按 1:1000、1:10 000 $E E, $21 TE E PEUAC US 
杆菌 Yl090. 88 T à IPTG 和 X-gal 的 平板 上 ， 培 养 过 夜 后 
计算 噬 菌 斑 的 个 数 ， 按 下 面 公式 推算 出 文库 的 滴 度 。 


噬 菌 斑 数 x 稀释 倍数 
转 染 的 体积 





文库 滴 度 (pfu/mL] = 


180 zx mm 
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2.1 总 RNA 的 完整 性 和 均一 性 

经 过 改进 的 一 步 法 是 一 种 较为 简便 和 有 效 的 RNA 制备 
方法 。 图 1 为 所 提取 的 总 RNA 进行 非 变 性 凝 胶 电泳 的 结 
果 。 从 图 1 可 以 看 到 28S、185 . 53 三 条 带 ,， 而 58 亮度 非 
常 弱 ， 说 明 所 提取 的 总 RNA 基本 上 没有 降解 ， 完 整 性 比较 
好 ; 还 可 以 看 到 ， 茂 样 孔 中 也 没有 未 跑 出 的 DNA， 这 说 明 
总 RNA 样品 中 没有 DNA 污染 ， 

总 RNA 在 230, 260, 280 nm 处 的 光 吸 收 值 分 别 为 
0.122 ,0.319、0.160，0DzmzDDzm = 1.99. ODog/ 0D»so = 
2.61. 这 说 明 总 RNA 基本 上 没有 杂 蛋 白质 、 酚 或 硫 氰 酸 
版 ， 奴 -- 人 性 比较 好 ， 不 二 做 进一步 的 处 理 : 

对 所 提取 的 总 RNA 进行 RT-PCR. 结果 得 到 所 需要 的 
扩 增 片段 ， 并 进行 了 连接 、 转 化 和 调 序 ， 得 到 了 我 们 所 需 
要 的 序列 【全文 另 发 )、 这 从 另 一 方面 也 证 明了 所 提取 的 总 
RNA 的 质量 是 比较 高 的 。 

2.2 mRNA 的 分 离 、 纯 化 

采用 Amersham Pharmacia Biotech 的 mRNA Purification 

Kit 可 以 在 2 ~3b 内 完成 mRNA 的 快速 分 离 ， 纯化 工作 ， 


947 bp 





1 总 RNA 3t HE 8 SE Fr dtc je 

Fig.l Agarose gel electrophoresis 
of total RNA 

Lane | and Lane2- RNA sumple of 


house flv. 





E] 2 mRNA XUI BERE TE HS OK 

Fig.2 Aguruse gel electrophoresis 
of mRNA 

Lane 1: Marker: Lane 2: mRNA. 


图 > 就 是 分 离 、 纯 化 出 来 的 mRNA zETIEXBE SERE 3E PESE RE 
电泳 的 结果 。 

从 图 2 可 以 看 出 .mRNA &XEHE A) E, BITE SERES. 
明显 ， 这 一 方面 说 明 分 离 的 mRNA 没有 降解 ， 另 一 方面 也 
说 明 总 RNA 的 完整 性 比较 好 ， 基 本 上 设 有 降解 。 

2.3 cDNA 的 合成 、 重 组 

按 试剂 盒 的 说 明 书 进行 cDNA 的 合成 反应 之 后 .用 
3.596 ELSE PR M RE RCRE RE roo ILI E) cDNA 的 大 小 ， 
并 用 银 桨 的 方法 进行 来 色 , 图 3 就 是 电泳 后 银 染 的 结果 ; 
从 图 3 可 以 着 出 ， 台 成 的 cDNA 户 段 大 约 分 布 在 0.3 -~6 
kb、 这 提示 所 合成 的 cDNA 和 纯化 的 mRNA 较为 完整 有 效 。 

cDNA 与 入 噬菌体 臂 的 预 连接 试验 表明 ， 反 应 1 的 连接 
效率 最 高 。 

2.4 cDNA 文库 的 大 小 估算 

cDNA 文库 的 滴 庶 检测 结果 表明 ,文库 扩 增 前 稀释 
1000 倍 和 10 000 倍 的 相应 叭 菌 斑 数 分 别 为 12 个 和 5 个 ， 
这 说 明 噬 蓝 斑 与 稀释 度 有 关 。 取 二 者 漓 度 的 平均 值 (3.46 
x10? pfuzmL)、 乘 以 实际 包装 原液 总 体积 0.5 mL， 得 到 
cDNA 文库 的 噬菌体 总 数 为 1.73 x 10 个 - 利用 载体 LacZ 
基因 播 人 失 活 实验 检测 文库 ， 结 果 发 现在 222 个 噬 菌 斑 中 
有 1 个 蓝 查 ， 初 步 提 示 重 组 率 为 色 .6%。 


8 000 bp 一 
6 000 bp 一 
4 000 bp 一 
1 500 bp — 


1 000 bp 


600 bp — 


400 bp- 





2 1 2 


图 3 cDNA EE pg Ae Nc Ric EE 

Fig.3 Polvacrylarmde gel 
electrophoresis of cDNA 

Lane l: Marker, Lane 2: cDNA 
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3 i it 


3.1 家 蝇 的 诱导 处 理 

尾 虫 在 受到 外 来 病原 微生物 的 浸染 或 栖 壁 受到 机 械 损 
伤 后 ， 在 几 分 钟 甚至 几 秒 内 就 会 迅速 启动 抗菌 肽 基因 的 转 
录 、 一 般 在 24h 之 后 抗菌 肽 mRNA 的 转录 水 平 达到 最 高 峰 ， 
而 未 受 刺 数 的 屁 虫 则 不 进行 或 以 极 低 的 水 平 转录 抗菌 肽 
mRNA (Lowenberger et ql .，19994)。 因 此 ， 要 想 在 所 构建 的 
cDNA 文库 中 含有 较 多 的 抗菌 胀 cDNA 分 子 、 必 须 采 用 正确 
的 刺激 方法 、 保 证 抗菌 肤 mRNA 的 大 量 台 成 - 故 在 本 研究 
中 ,我 们 用 针头 药 大 相持 菌 和 爹 黄色 葡萄 球菌 混 台 菌 液 、 
刺 洲 家 蝇 的 腹部 、 并 在 24h 后 将 其 作为 实验 村 料 ， 以 达到 
抗菌 肽 基因 转录 的 高 峰 时 期 。 

3.2 总 RNA 的 提取 与 mRNA 的 分 离 、 纯 化 

RNA 的 提取 是 分 子 生物 学 的 基本 技术 之 一 ， 如 cDNA 
文库 的 构建 ， 蛋 白质 的 体外 翻译 其 其 基因 表 这 的 Northem 
印迹 研究 都 有 核 于 能 够 分 离 、 纯 化 出 完整 、 均 一 的 RNA FE 
SR CBUEDTESR. 1995). i RNA 提取 的 最 大 困难 是 RNA dE 
常 容易 降解 、 而 RNase 又 无 处 不 在 、 并 且 非 常 稳 定 。 在 家 
晶 的 腹部 中 ， RNase 舍 量 更 高 、 所 以 总 RNA 提取 就 更 加 困 
难 。 如 果 根 据 一 步 法 仪 用 酚 和 和 氮 仿 抽 提 一 次 、 则 很 难 将 
RNase 除 净 、 所 提取 的 总 RNA 降解 程度 较 太 ，285 与 185 
的 比例 呈 倒 置 的 2:1 的 关系 ， 不 能 满足 构建 cDNA 文库 的 
要 求 ， 所 以 我 们 在 一 步 法 的 基础 上 增加 了 有 机 试剂 的 抽 提 
次 数 、 这 样 就 能 够 有 效 地 去 除 RNase， 所 提取 的 总 RNA 中 ， 
283 5 188 的 比例 大 的 为 2:1,， 说 明 总 RNA 基本 上 设 有 降 
解 ， 可 以 用 于 构建 cDNA 文库 . 

男 外 ， 像 家 蝇 这 类 RNase 舍 量 很 商 的 材料 ， 必 须 在 非 
常 短 的 时 间 内 《1 min 左右 ) 把 RNase 抑制 住 或 破坏 掉 C 
AGRAR. 1998). (lU, i RNA 就 会 降解 。 不 仅 如 此 、 在 
名 歇 时 、 也 要 在 冰 浴 中 进行 、 尽 量 降低 温度 ， 以 此 降低 
RNase 的 活性 。 

在 cDNA 文库 构建 中 ，mR™NA 纯化 的 质量 至 关 重 要 ， 而 
mRNA 极 不 稳定 ， 在 普通 条 件 下 ， 离 体 保存 2 KHEHIE DO 
解 . 因而 给 mRNA 的 纯化 及 其 后 的 逆转 录 带 来 一 定 的 困难 ， 
得 到 的 重组 子 的 插 人 片段 较 小 ， 影 响 筛 选 目 的 基因 的 完整 
性 (CE)XRHI SE, 1997). 我 们 采用 Amersham. Pharmacia 
Biotech 的 mRNA Purification Kit、 可 以 在 很 短 的 时 间 内 完成 
mRNA 的 分 离 、 纯 化 ， 并 且 在 检测 mRNA 的 质量 之 后 立即 


就 进行 cDNA 的 合成 ， 因 此 、mRNA 降解 的 几率 较 小 ， 较 大 
限度 地 保证 了 cDNA 文库 的 完整 。 
3.3 cDNA 的 合成 、 纯 化 与 克隆 

由 于 所 合成 的 cDNA 的 分 子 量 大 小 差别 很 大 、 有 的 高 
这 用 于 厌 基 对 ， 有 的 还 不 到 一 于 碱 基 对 ,， 因 此、 在 电 读 检 
测 合 成 的 cDNA BEA Hd. E FRHEPUAS EERE EIE IB IK. T 
能 将 cDNA 7E 5r TEETEGK. [NOS. SS E SERE P iK EE 8Z 
Wim. SPDEREOHRSEN RR DK SPEREER. £825 d 个 bp 的 
DNA 片断 也 能 分 开 (82293956. 1997), BiT cDNA 的 舍 量 
低 ， 通 过 桌 再 烯 酰胺 玄 胶 电泳 和 省 化 乙 锭 染色 后 在 紫外 灯 
下 的 能 见 度 非常 低 ， 所 以 ， 必 须 采 用 灵敏 度 更 商 的 银 染 靶 
进行 染色 . 本 实验 所 合成 的 cDNA £e REPOS Bc Hc dE IDE Fa 
和 银 染 后 、 显 示 其 分 子 量 在 0.3 ~ 6 kb。 

TE 5 HE cDNA 中、 有 一 些 分 子 量 小 于 400 bp 的 片段 、 
这 就 需要 过 一 个 Sepharose CL - 4B 福子， 将 这 些小 片段 去 
除 掉 。 如 果 不 去 除 小 片段 的 cDNA， 那 么 、 在 连接 时 、 载 体 
就 会 优先 与 小 片段 的 cDNA 连接 、 所 构建 的 cDNA 文库 中 就 
都 是 一 些小 片段 的 克隆 .其 完整 性 非常 差 .、 同样 ， 当 cDNA 
与 接头 连接 之 后 ， 也 必须 过 一 个 Sepharose CL - 4B 柱子 ， 
以 除去 没有 连接 上 去 的 接头 ， 否则. 载体 也 会 优先 与 这 粥 
接头 相连 接 。 

cDNA 与 载体 Agill 进行 重组 时 、Xgtll 的 EcoR I / Not 
臂 是 脱 磁 酸 化 的 ， 这 就 减少 了 自身 环比 的 可 能 性 ， 提 高 了 
重组 效率 、 对 从 文库 中 逢 选 出 目的 基因 应 该 是 有 利 的 ( 张 
NAE. 1997), 
3.4 cDNA 文库 的 评价 

评价 cDNA 文库 的 质量 可 以 从 文库 的 滴 庆 和 重组 率 2 
个 方面 进行 。 一 般 地 、 文 库 的 滴 度 能 达到 IO pfuzmL 以 上 
即 为 有 效 的 文库 ( 李 太 武 等 ，1998)。 我 们 构建 的 cDNA X 
库 的 滴 度 为 3.46x 105 pfu/mL，、 完 全 符合 这 一 要 求 : 文库 的 
重组 率 为 89.6%， 这 说 明 我 们 构建 的 cDNA 文库 是 完整 、 
有 效 的 . 

根据 Clack-Carbon 的 公式 N=ln (1 - P) /An (1- 1/2) 
(Y 为 实际 所 需 克 隆 数 、P 为 要 求 的 概率 ，n 为 一 种 类 型 的 
稀有 mRNA 在 总 mRNA 中 所 占 的 相对 比例 )， 当 要 求 克隆 到 
某 低 丰 度 mRNA 的 概率 为 99.9 和 时， 文库 的 重组 子 数 不 应 
IF 1.70x 10 个 。 本 文库 言 有 1.73 x 1 个 重组 子 ， 已 达 
到 所 需 标 准 。 这 样 、 从 本 研究 所 得 文库 中 菠 选 出 长 丰 度 的 
目的 基因 在 理论 上 应 是 可 行 的 。 
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Abstract: Total RNA was separated from the abdomen of house 
fly. after which had been challenged for 24 hours with E. coh 
and Staphylococcus aureus. Then. the mRNA was purified from 
it. After that, ds-cDNÀ was synthesized hv reverse transcriptase 
from mRNA, and small cDNA which was lower than 400 bp was 
removed by Sepharose CL-4B spun column. After EocR T /Not 
I Adaptors were added to cDNA. those that weren't ligated to 
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cDNA were removed by another Sepharose CL-4B spun column. 
The cDNÁ was inserted into Agill, the recombined vector pack- 
aged in vitra, infected a host strain Y1090. Thus, the cDNA Li- 
brary was constructed. The titer of the newly constructed cDNA 
library was 3.46 x 10? pfu/mL. and its recombination rate was 
99.675. The library would provide basis for the cloning of the 
antimicrobial peptide genes of house fly. 
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